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RESUMO 
Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana do cinamaldeído e α-terpineol frente 
biofilmes endodônticos. Métodos: Canais radiculares de raízes bovinas foram 
instrumentados com limas K  (#45 a 60) com movimentos de limagem e alargamento, 
sob irrigação constante com água destilada, e remoção de smear layer com EDTA 17%. 
Após, foram esterilizados por óxido de etileno e formado biofilme no interior dos 
canais. A concentração celular utilizada para E. faecalis foi de 1x10
8
 UFC/mL em meio 
BHI e o cultivo realizado por 14 dias consecutivos (37ºC, microaerofilia). No 15
o 
dia os 
biofilmes foram expostos ao cinamaldeído (Cin) e α-terpineol (Terp) na concentração de 
10 mg/mL, durante 16 min, à 37ºC. Após, os canais foram lavados com solução salina, 
adicionado meio BHI e as amostras reincubadas por 24h. Foram utilizadas soluções de 
meio BHI, como controle negativo; hipoclorito de sódio (NaOCl) e clorexidina (CHX), 
ambos a 2%, como controles positivo. Os biofilmes foram analisados segundo a 
viabilidade celular (UFC/mL) (n=9/grupo) e a dosagem de proteínas totais (n=8/grupo). 
Aplicou-se os testes de Kruskal Wallis e Mann Whitney, para a viabilidade celular e 
ANOVA e Tukey para a dosagem de proteínas totais (α=5%). Resultados: Para a 
contagem de UFC/mL, o Cin apresentou o mesmo metabolismo da CHX (p>0,05), 
ambos diferiram do controle negativo, do Terp e do NaOCl (p<0,05). Só houve 
diferença na produção de proteínas totais entre o controle negativo e o Cin (p<0,05). 
Conclusão: O cinamaldeído foi a substância que apresentou efeito antibacteriano frente 
biofilme endodôntico comparável a clorexidina a 2%. 
 
Palavras-chave: Microbiologia, Biofilmes, Enterococcus faecalis.  
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ABSTRACT 
 
Objective: To evaluate the antimicrobial activity of cinnamaldehyde and α-terpineol 
against endodontic biofilms. Methods: Bovine Root canals were instrumented with K 
(#45 to 60) with filing and enlargement movements, under constant irrigation with 
distilled water, and smear leayer removal with 17% EDTA. Afterwards, they were 
sterilized by ethylene oxide and a biofilm cultivated in the channels. The cell 
concentration used for E. faecalis was 1x10
8
 CFU / mL in BHI medium and the culture 
was performed for 14 consecutive days (37°C, microarephilia). On day 15 the biofilms 
were exposed to cinnamaldehyde (Cin) and α-terpineol (Terp) at 10 mg / mL for 16 
min, at 37°C. BHI medium was added and the samples reincubated for 24h. BHI 
medium solutions were used as negative control; sodium hypochlorite (NaOCl) and 
chlorhexidine (CHX), at 2%, as a positive control. The biofilms were analyzed 
according to the cellular viability (CFU/mL) (n=9/group) and the total protein 
concentratio (n=8/group). The Kruskal Wallis and Mann Whitney tests were applied for 
cell viability and ANOVA and Tukey for the determination of total proteins (α=5%). 
Results: For the UFC/mL count, the CH showed the same CHX metabolism (p>0.05), 
both differed from the negative control, Terp and NaOCl (p<0.05). There was only 
difference in the production of total proteins between the negative control and Cin (p 
<0.05). Conclusion: Cinnamaldehyde was the substance that presented antibacterial 
effect against endodontic biofilm comparable to chlorhexidine 2%. 
 
Key words: Microbiology, Biofilms, Enterococcus faecalis. 
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Introdução 
  
O biofilme representa um ecossistema complexo, composto por microrganismos 
aderidos a um substrato sólido, na presença de matriz extracelular [1]. A cavidade bucal 
é colonizada pelo biofilme oral, geralmente associado ao processo de surgimento de 
lesões de cárie dentária. No entanto, outros biofilmes, a exemplo do endodôntico, 
podem estar presentes na cavidade oral, no interior do sistema de canais radiculares [2]. 
 As espécies mais prevalentes no biofilme endodôntico são Actinomyces 
sp. oral, Ropionibacterium, Prevotella sp. Oral e Streptococcus [3], além destes destaca-
se a presença do Enterococcus faecalis [4], que em infecções endodônticas pode levar a 
lesões refratárias, mais difíceis de serem tratadas. Isto se deve tanto a complexidade dos 
canais, quanto a virulência do microrganismo e sua capacidade de penetrar os tubos 
dentinários [5], de tal modo que mesmo após o tratamento ele pode permanecer viável. 
Esses biofilmes endodônticos também podem estar associados a outros microrganismos, 
a exemplo da Candida albicans [6]. 
 Assim, a tríade do tratamento endodôntico reflete a filosofia de desinfectar, 
modelar e obturar o sistema de canais radiculares. Desta forma, para o sucesso é preciso 
eliminar completamente os microrganismos causadores da infecção endodôntica [7]. 
Para isso, faz-se necessário utilizar de métodos mecânicos e químicos, realizando a 
instrumentação e irrigação concomitante desses canais [8]. 
O preparo químico mecânico do sistema de canais radiculares inclui o uso de 
soluções irrigadoras auxiliares. Substâncias como a clorexidina (CHX) e o hipoclorito 
de sódio (NaOCl),  são amplamente empregados devido a ação antimicrobiana que 
apresentam [8,9]. A clorexidina é uma bisbiguanida catiônica, com elevada 
substantividade [10], sendo empregada a 2% [11]. Já o NaOCl, derivado de halogênio, 
tem a capacidade de dissolução de tecido pulpar [12], bem como alto poder 
antimicrobiano a depender de sua concentração, geralmente empregada entre 0,5 a 
5,25% [9]. 
Embora estas substâncias sejam amplamente utilizadas, alguns estudos 
demonstram efeitos adversos [13,14]. A clorexidina, embora seja um potente 
antimicrobiano, não apresenta a capacidade de atuar sobre matéria orgânica, apresenta 
citotoxidade e genotoxidade a depender da concentração utilizada e causa manchamento 
dental e precipitado marrom se seu uso for associado com NaOCl [15]. Enquanto o 
NaOCl pode alterar a composição da dentina, prejudicando sua interação com  resinas 
adesivas, que são comumente utilizadas para unir os materiais restauradores à dentina 
tratada [13], assim como causar diminuição da microdureza da dentina dos canais 
radiculares, podendo levar a fratura do elemento tratado [14]. 
Dessa forma o estudo sobre soluções irrigadoras que apresentem menos efeitos 
adversos, mas com capacidade de desinfecção é recorrente [5, 15, 16]. O cinamaldeído é 
um fitoconstituinte extraído da casca da canela o qual atua desintegrando a parede 
celular, inibindo a proliferação bacteriana [17]. O α-terpineol é extraído de várias 
fontes, como a Melaleuca alternifolia, planta nativa da Austrália [18] e causa 
desestabilização da membrana celular [19], determinando desequilíbrio osmótico. 
Tendo em vista os mecanismos de ação do cinamaldeído e α-terpineol, estes 
fitoconstituintes podem se mostrar eficazes contra E.faecalis. A partir do exposto, este 
estudo teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do cinamaldeido e α-
terpineol frente biofilmes endodônticos, a fim de comprovar a eficácia desses 
fitoconstituintes como solução irrigadora. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
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Preparação dos espécimes 
Incisivos centrais bovinos com raízes completamente formadas foram utilizados 
como substrato para o desenvolvimento dos biofilmes. As raízes foram separadas da 
porção coronária com auxílio de disco diamantado em baixa velocidade, sob abundante 
irrigação e seccionadas com dimensão média de 30mm de comprimento. Os debris de 
ligamento periodontal e tecido pulpar foram removidos com auxílio de lâmina de bisturi 
nº 12 e limas endodônticas.  
Após, as raízes foram armazenadas em solução de timol a 0,1% durante 90 dias. 
Posteriormente, os canais radiculares foram instrumentados com limas K flexofile (#45-
60) realizando movimentos de limagem e alargamento, sob irrigação constante com 
água destilada. O instrumento memória foi padronizado (#60) e ao final, a smear layer 
foi removida a partir da lavagem com EDTA à 17%  (Maquira, Brasil), com 3 ciclos de 
20s, com agitação do instrumento memória, encerrando com irrigação com água 
destilada. Os ápices foram restaurados com resina composta (Fill Magic, Coltene), pela 
técnica adesiva e as superfícies externas das raízes foram impermeabilizadas da porção 
média a apical com selante para unhas (Colorama, Brasil). Antes do início do 
experimento, as raízes foram fixadas com fio ortodôntico e cera em placas de 24 poços e 
esterilizadas com gás óxido de etileno (SETE Esterilização, Cabedelo, Brasil). 
 
Desenvolvimento do biofilme 
Cepa de referência de E. faecalis (ATCC 29212) foi reativada em caldo de 
infusão de coração (BHI, Disco Laboratories Inc., Detroit, MI, EUA) e mantida em 
estufa à 37°C por 24h. Após, a densidade óptica (DO=0,1) foi determinada em 
espectrofotômetro (LGI SCIENTIFIC, São Paulo, Brasil) em 600nm de comprimento de 
onda, considerando a densidade celular de 1x10
8 
UFC/mL. Após, 100µL do inóculo 
foram inseridos nos canais radiculares, e as amostras mantidas em estufa à 37ºC, 
durante 14 dias, em microaerofilia. A cada 48h foi realizada troca de meio, sem 
adicionar novos microrganismos. 
 
Preparo das substâncias 
O cinamaldeído (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e o -terpineol (Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram utilizados na concentração de 10mg/mL, 
preparados em meio BHI estéril e 0,1% de Tween 80. Como controle negativo foi 
utilizado BHI, e controle positivo, hipoclorito de sódio (Dilecta, João Pessoa, PB) e 
clorexidina (Dilecta, João Pessoa, PB), ambos diluídos em meio BHI para atingir a 
concentração de 2%. 
 
Protocolo de exposição às substâncias 
Após o cultivo do biofilme, no 15° dia, os espécimes foram divididos em grupos 
(n=9) e expostos aos fitoconstituintes e controles positivo e negativo. Para o protocolo 
experimental foi removido o meio, e em cada canal radicular foram inseridos 100µL das 
soluções previamente preparadas e as amostras incubadas por 10 minutos em estufa à 
37ºC.  
O tempo de exposição estipulado considerou a etapa de irrigação e aspiração 
durante o uso de cinco instrumentos endodônticos, na tentativa de mimetizar a condição 
clínica do tratamento endodôntico. Em seguida, as substâncias foram removidas e os 
canais foram lavados com solução salina estéril. Por fim, foi inserido 100µl de meio em 
cada canal radicular e as amostras reincubadas por 24h adicionais. Os biofilmes foram 
analisados de acordo com o número de células viáveis (UFC/mL) e produção de 
proteínas totais. 
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Contagem de Células Viáveis 
Para a contagem de Unidades Formadoras de Colônia (UFC/mL), os espécimes 
foram transferidos para tubos contendo 1,0mL de solução salina estéril, sendo 
submetidos à agitação em vórtex por 30 segundos, seguida da diluição seriada das 
alíquotas para determinação do número de microrganismos viáveis (10
-6
 até 10
-11
).  
Em seguida, foram semeadas alíquotas de 10L, em placas de ágar BHI, para 
contagem de E. faecalis, em triplicata, correspondente a cada diluição seriada. As placas 
foram incubadas a 37C por 24 horas. A contagem do número de células viáveis foi 
realizada e os valores multiplicados pela diluição seriada e convertidos em escala 
logarítmica.  
 
Dosagem de Proteínas Totais 
A dosagem de proteínas totais foi realizada segundo o Ensaio do Ponto Final, 
utilizando o ensaio de biureto. Os espécimes foram transferidos para tubos contendo 
1,0mL de solução salina estéril e submetidos à agitação em vórtex. O sobrenadante foi 
centrifugado por 10min e após foi deixado apenas o pellet, onde foi acrescentado 50µL 
de NaOH à 1M e vortexado. Para a lise celular, de acordo com as recomendações do 
fabricante, foi adicionado em tubos, 20µL das amostras e 1,0 mL do reagente biureto. 
Em um tubo sem amostra, para definir o padrão foi adicionado 20µL do padrão do teste 
e para o branco, 20µL de solução salina. As amostras foram incubadas por 10 minutos à 
37ºC. Após, a leitura foi realizada em um espectrofotômetro e a absorbância 
determinada a 495nm. A dosagem de proteínas totais (g/dL) foi calculada dividindo a 
absorbância do teste (AT) pelo fator de calibração (FC), que foi definido a partir do 
padrão do teste, multiplicado por quatro (AT/FC*4g/dL). 
Após, os dados referentes a concentração de proteínas foram normalizados pela 
contagem de células viáveis, assim os valores em g/dL foram divididos pelo valor do 
log de UFC/mL e transformados em uma razão. Este artifício metodológico foi 
realizado na tentativa de minimizar o erro de medição para as amostras expostas ao 
NaOCl e CHX. As justificativas para esta transformação serão descritas durante a 
discussão. 
 
Análise dos dados 
Os dados foram analisados quanto à distribuição e homogeneidade. Para dados 
paramétricos (proteínas totais) empregou-se Análise de Variância (ANOVA One-way) 
complementada por Tukey. Para dados não paramétricos utilizou-se os testes de 
Kruskal-Wallis e Mann Whitney (número de células viáveis e razão entre a 
concentração de proteínas totais/UFC/mL). A análise estatística foi realizada no 
software SPSS (Statistical Package for Social Sciences, IBM, Chicago, IL, USA), com 
nível de significância de 5% (α<0,05). 
 
Resultados 
 A contagem média de UFC/mL (figura 1), em escala logarítmica, para os 
grupos expostos a clorexidina e cinamaldeído foi de 1,0 e 1,4 (UFC/mL), os quais 
diferiram estatisticamente do controle de crescimento (p<0,05). Verificou-se também 
que os grupos expostos ao NaOCl e α-terpineol não diferiram estatisticamente do 
controle de crescimento (p>0,05), o qual apresentou contagem de UFC/mL de 15,1 
( 8,5). Os controles positivos, hipoclorito e clorexidina, diferiram entre si (p<0,05). 
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Figura1: Viabilidade celular dos biofilmes cultivados por 14 dias (n=9). Letras distintas apresentam 
diferença estatística (Mann Whitney, p<0,05).**Diagrama de caixas onde: cada caixa contém 50% dos 
dados do grupo; os limites inferiores e superiores das caixas representam os percentis 25 e 75, 
respectivamente; as extremidades das antenas representam os valores mínimo e máximo do grupo; e a 
linha horizontal no interior da caixa representa a mediana. 
 
Verificou-se que a concentração de proteínas totais, determinadas pela razão 
exposta na figura 2, foi superior no grupo tratado pelo α-terpineol, de modo similar ao 
controle de crescimento (p>0,05). Não foram detectadas diferenças estatísticas entre as 
amostras expostas ao cinamaldeído, NaOCl e CHX (p>0,05). 
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Figura 2: Normalização dos dados da concentração de proteínas totais (g/dL) pelo valor de UFC/mL (log 
UFC/mL), dos biofilmes cultivados por 14 dias. (n=8)**Letras distintas apresentam diferença estatística 
(Mann Whitney, p<0,05).**Diagrama de caixas onde: cada caixa contém 50% dos dados do grupo; os 
limites inferiores e superiores das caixas representam os percentis 25 e 75, respectivamente; as 
extremidades das antenas representam os valores mínimo e máximo do grupo; e a linha horizontal no 
interior da caixa representa a mediana. 
 
 
 Em relação à comparação direta das concentrações de proteínas totais 
produzidas pelos biofilmes expostos aos fitoconstituintes e o controle de crescimento, 
verificou-se que o cinamaldeído foi capaz de diminuir a produção de proteínas 
presentes, em comparação ao α-terpineol e controle de crescimento (p<0,05). A 
concentração média entre os grupos expostos ao cinamaldeído e α-terpineol foi de 
0,13g/dL (±1,71) e 0,40g/dL (±2,61), respectivamente (Figura 3). 
 
 
13 
 
 
  
 
Figura 3: Dosagem de proteínas totais, em g/dL, dos biofilmes cultivados por 14 dias (n=8). Letras 
distintas apresentam diferença estatística (Tukey, p<0,05).** Colunas representam médias e barras 
representam desvio-padrão. 
 
Discussão 
 
 A terapêutica endodôntica está pautada principalmente no conceito de 
eliminação da contaminação e conteúdo tóxico do sistema de canais radiculares, 
removendo completamente o tecido pulpar, restos de dentina e microrganismos, para 
isto utiliza-se de métodos químicos e mecânicos. Os irrigantes irão aumentar a eficácia 
da instrumentação, pois irão auxiliar na remoção de detritos, dissolvendo tecido e 
desinfectando os canais radiculares [20]. 
 Assim, a busca por substâncias auxiliares irrigadoras, que apresentem efeito 
antimicrobiano em baixas concentrações, com efeitos adversos mínimos, é um desafio 
[5, 15, 16]. Vale ressaltar que devido à virulência do biofilme endodôntico, seja pela 
presença de E. faecalis ou associações a outros microrganismos, estas substâncias 
necessitam desempenhar um papel primordial, sendo um potente antimicrobiano. 
Desta forma observou-se que a viabilidade celular (UFC/mL) de E. faecalis 
expostas ao cinamaldeído e a clorexidina à 2% foi diminuída. Já o α-terpineol 
apresentou resultados pouco encorajadores no uso como solução irrigadora auxiliar, de 
modo a ser similar ao controle negativo. Chama-se atenção para o efeito diminuído do 
NaOCl em um biofilme cultivado por 14 dias. 
Diante disto, ao comparar os fitoconstituintes avaliados, observa-se que o 
cinamaldeído apresenta efeito positivo frente ao biofilme de E. faecalis, após 14 dias em 
cultivo. Este efeito é relatado na literatura onde o E. faecalis (ATCC 19443) apresentou 
resistência bacteriana frente alguns antibióticos, como a penicilina, mas foi inibido pela 
concentração inibitória mínima de cinamaldeído de 0,25 mg/ml [21]. 
O potencial efeito antimicrobiano do cinamaldeído determinado pelo presente 
estudo está baseado na interação da molécula do fitoconstituinte, a partir do seu 
grupamento fenólico ligado a um anel aromático, o qual confere hidrofobicidade a 
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molécula. Este grupamento tem o poder de promover desequilíbrio a nível de membrana 
celular bacteriana, agindo na camada fosfolipídica [22].  
Além disto, o cinamaldeído foi comparável a clorexidina a 2%, diminuindo o 
número de células viáveis de E. faecalis. Verificou-se que ambas a substâncias foram 
superiores ao NaOCl. A diferença encontrada entre os controles positivos são 
comparáveis ao de outro estudo, no qual o biofilme de E. faecalis, semeado em canais 
radiculares de dentes humanos e cultivado por 7 dias foi inibido com o uso da 
clorexidina à 2%, sendo esta mais efetiva que o NaOCl à 5%, em valores absolutos. Os 
autores atrelam estes resultados além da complexidade dos canais radiculares e a 
presença do próprio biofilme, a exposição às soluções que foi de apenas 5 minutos [5]. 
Estudos determinam a eficácia antimicrobiana do NaOCl em concentrações 
acima de 5% [16,23], e afirmaram que este efeito é dependente da concentração, tempo 
de exposição e taxa de renovação da substância, quando esta é utilizada como solução 
irrigadora frente biofilmes de E. faecalis [24]. Embora, não tenha sido observada 
diminuição no número de células viáveis a partir do uso de  NaOCl, a concentração 
utilizada foi de 2%, pois sabe-se que quanto mais elevada, possuirá mais citotoxidade a 
mucosa e tecidos periodontais [25]. Vale ressaltar que uma solução química auxiliar é 
utilizada justamente para remover o remanescente da instrumentação. Neste estudo foi 
utilizado exclusivamente o método químico durante o experimento.  
Em relação ao α-terpineol verificou-se que este não diferiu do controle de 
crescimento em nenhuma das análises, não apresentando atividade antibacteriana frente 
E. faecalis na concentração e tempo avaliados. A eficácia antimicrobiana, antifúngica e 
anti-inflamatória de óleos da Melaleuca alternifólia frente diferentes microrganismos a 
exemplo de S. aureus e C. albicans, tem sido estudada [26, 27, 28]. Entretanto, a 
relação entre o efeito antibacteriano frente ao E. faecalis não é apontada na literatura. 
Sugere-se que concentrações superiores do fitoconstituinte possam inibir biofilmes 
maduros. 
Outro padrão avaliado a partir da cultura do biofilme de E. faecalis foi a 
produção de proteínas totais a partir do método do biureto. Este método determina a 
mensuração das proteínas presentes tanto na matriz do biofilme coletado, quanto pelas 
proteínas intracelulares presentes no momento da lise celular, causada durante o próprio 
teste. Entretanto, é recomendado para detecção inespecífica de proteínas presentes na 
saliva, soro ou plasma sanguíneo [29]. Assim, embora seus resultados estejam expressos 
pelo presente estudo, o método utilizado pode não ser sensível a concentração de 
proteínas presentes nas amostras. 
Além disto, o teste em questão é determinado pela reação de biureto e ocorre na 
presença de íons cobre e hidróxido de sódio [29], de modo que a presença de um meio 
alcalino possa gerar a determinação de resultados falso negativo. O presente estudo 
apresentou como resultados os valores de normalização dos dados, entre a concentração 
de proteínas e o número de células viáveis (log UFC/mL), na tentativa de diminuir este 
erro inerente a presença do NaOCl residual nas amostras, bem como a presença de 
precipitados da solução de CHX (dados não exibidos), apesar da lavagem final dos 
espécimes. 
Deste modo a discussão entre os reais resultados obtidos a partir do teste da 
dosagem de proteínas totais limita-se a comparação entre os fitoconstituintes e o 
controle de crescimento. De modo linear aos resultados obtidos para a contagem de 
células viáveis, o cinamaldeído determinou a redução da concentração de proteínas 
tanto na matriz extra celular como no metabolismo do microrganismo. De modo 
semelhante, o α-terpineol não apresentou efeitos deletérios frente a produção de 
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proteínas totais, de modo a sustentar os achados determinados pela contagem de 
UFC/mL. 
Assim, diante dos resultados obtidos sugere-se que o cinamaldeído tem efeito 
sobre o biofilme de E. faecalis sendo uma substância de promissora atividade 
antibacteriana. Entretanto, outros estudos laboratoriais ainda são necessários para 
comprovar este efeito sobre biofilmes multiespécies, os quais oferecerão maior 
resistência a substância, bem como associação a técnicas mecânicas, de modo a avaliar 
o fitoconstituinte como uma verdadeira substância auxiliar. Adicionalmente, ensaios 
que envolvam a citotoxidade do fitoconstituinte, bem como seus alvos moleculares de 
ação devem ser elucidados. 
 
Conclusão  
O cinamaldeído foi o fitoconstituinte que apresentou efeito antibacteriano frente 
biofilme endodôntico de E. faecalis na concentração e tempo de cultura avaliados.  
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